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MODULATEURS DE DEVELOPPEMENT 
DES CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS A ARBUSCULES, 

ET APPLICATIONS 

L'invention concerne la culture des vegetaux terrestres et 
celle des champignons mycorhiziens a arbuscules. Elle vise plus particulierement 
les techniques utilisees pour stimuler la croissance et le developpement des 
champignons mycorhiziens a arbuscules et/ou pour stimuler la mycorhization et 
le developpement des plantes d'interet agronomique et/ou forestier. 

Bon nombre de plantes terrestres, des le stade juvenile, 
vivent en symbiose avec des micro-organismes qui leur sont associes au niveau 
des racines. Parmi ces micro-organismes, les champignons mycorhiziens a 
arbuscules (champignons MA), aussi designes "champignons vesiculates et 
arbusculaires" (champignons VAM), etablissent avec certaines plantes, dites 
plantes hotes, une interaction intime assurant le fonctionnement mutualiste de la 
symbiose. L'etablissement d'une telle symbiose entre une plante et les 
champignons mycorhiziens est appele mycorhization. 

Les champignons MA font parti d ? un groupe de 
champignons archalques, les Glomeromycota, dont les ancetres seraient a 
Torigine des groupes modernes Ascomycota et Basidiomycota (Schussler et aL, 
Mycological Research, 2001, 105:1413-1421). 

Surement presents lors de Tapparition des premiers 
vegetaux terrestres, les ancetres des Glomeromycota auraient contribue a 
Tacclimatation des vegetaux au milieu terrestre, assurant aux plantes un apport en 
eau et en sels mineraux plus efficace. Par co-evolution (bio-radiations 
evolutives), les champignons MA auraient acquis au cours de revolution 
Taptitude a interagir avec un nombre croissant de plantes, dites plantes hotes. On 
estime actuellement que plus de 80 % des especes vegetales terrestres sont 
associees aux champignons mycorhiziens a arbuscules, parmi lesquelles, des 
especes herbacees d'interet economique majeur (aussi bien des especes 
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cerealieres, fruitieres que potageres), mais aussi des especes ligneuses 
(ornementales, forestieres et fruitieres). 

Au niveau du champignon, cette interaction se manifeste 
par l'apparition de structures filamenteuses, appelees hyphes, qui se propagent en 
5 tout un reseau dans le sol. L'ensemble des hyphes du champignon forme le 
mycelium qui correspond a la structure assimilatrice du champignon. 

Simultanement, le champignon se developpe aussi dans les 
racines de la plante hote. II existe done un continuum fongique entre le sol et les 
tissus racinaires. Grace au reseau mycelien extraracinaire du champignon, la 
10 plante hote dispose d'un plus grand volume d'exploration du sol pour 
s'approvisionner en eau et sels mineraux. Outre l*amelioration de l'apport 
hydrique et mineral dont profile la plante hote, cette association symbiotique 
ameliorerait egalement sa resistance aux pathologies racinaires. 

Cette alliance fonctionnelle est Jealement benefique pour 
15 les champignons MA qui ne peuvent vivre qu'en association avec des racines 
dont ils dependent pour leur apport en substrats carbones. Ainsi physiquement et 
fonctionnellement associes a la plante hote, ces micro-organismes se multiplient 
dans le sol par dissemination de propagules (spores et/ou mycelium). 

Depuis quelques annees, on a tente de mettre au point des 
20 techniques de symbiose dirigee permettant d'intensifier Tinteraction benefique 
entre les champignons MA et de nombreuses especes vegetales cultivees, 
agricoles et forestieres, de facon a ameliorer l'apport hydrique et mineral de ces 
plantes hotes, ainsi que leur resistance aux maladies racinaires. Ces techniques de 
symbiose dirigee ouvriront des perspectives prometteuses pour le developpement 
25 de pratiques culturales plus respectueuses de 1'environnement. 

En particulier, Tepandage de champignons MA sur les sols 
de culture optimiserait leur teneur en ces micro-organismes benefiques pour la 
plante a cultiver, et permettrait par consequent de reduire sensiblement les 
quantites d'engrais, notamment chimiques, ordinairement employes pour enrichir 
les sols, en particulier les phosphates et les nitrates qui contribuent en grande 
partie a la pollution des nappes phreatiques. 
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Toutefois, pour qu'un tel concept puisse s'appliquer aux 
grandes cultures, il faudrait pouvoir disposer d'une quantite importante de ces 
champignons MA, et de preference sous forme de spores, plus faciles a 
manipuler et a stocker. Mais a l'heure actuelle, on ne connait malheureusement 
aucune methode capable de produire des spores de champignons MA en quantite 
suffisante pour une telle application. 

De nombreuses techniques ont pourtant ete proposees pour 
ameliorer le developpement et la croissance des champignons MA, notamment 
pour amplifier leur sporulation. Generalement basees sur une co-culture du 
champignon en presence d'une plante hote entiere en pot, ou in vitro en presence 
seulement de racines cultivees, ces techniques n'ont jusqu'a present donne lieu 
qu'a des productions de propagules en quantites relativement faibles, 
insuffisantes pour une application agronomique a grande echelle. 

La supplementation du milieu de co-culture en exsudats 
racinaires, reputes etre stimulateurs du developpement des champignons MA, a 
egalement ete envisagee. (Becard et al, Appl. Environ. Microbiol., 1989, 
55:2320-25 ; Elias et al, Appl. Environ. Microbiol., 1987, 53:1928-33). 
Malheureusement, a l'heure actuelle, on ne dispose d'aucune methode d'obtention 
de ces stimulateurs autre que la recuperation "passive" et lente des exsudats 
produits et secretes progressivement par les racines des plantes. Egalement, les 
quantites ainsi recueillies sont tout juste suffisantes pour des experimentations en 
laboratoire. 

Du fait de la grande complexite de composition de ces 
exsudats, qui renferment des milliers de molecules allant des sucres simples, 
presents en grandes concentrations, aux molecules bien plus complexes, 
presentes a l'etat de traces (voir notamment Walker et al, Plant Physiology, 
2003, 132:44-51) et malgre les tres nombreux travaux deja menes sur ce sujet, 
le(s) facteur(s) reellement implique(s) dans la stimulation du developpement et 
de la croissance des champignons MA, n'a(ont) toujours pas ete identifie(s). 
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Dans ce contexte, Tinvention vise a proposer de nouveaux 
facteurs de stimulation du developpen et/ou de la croissance des 
champignons MA pour remedier a la tres faible disponibilite de ces organismes. 

L'invention a egalement pour principal objectif de proposer 
de tels facteurs de stimulation dont la disponibilite et Taccessibilite de certains 
d'entre eux ne constituent pas une limite quant a leur application a grande 
echelle, c'est-a-dire une application qui va au-dela de celle des paillasses de 
laboratoire ou d'une simple culture sous-serre. 

En particulier, Tinvention a pour interet d'ameliorer la 
productivite des methodes d'obtention, notamment a Pechelle industrielle, 
d' inoculum de champignons MA. 

Dans tout le texte, par "inoculun", on entend toute forme 
de champignon MA susceptible de coloniser une piante hote : spores, hyphes, 
vesicules, fragments de racines mycorhizees. 

In fine, Tinvention vise a ameliorer les methodes de 
mycorhization des plantes, notamment des plantes d'interet agronomique et/ou 
forestier, pour une culture intensive plus respectueuse de Tenvironnement. 

Ainsi, Tinvention concerne un procede de traitement de 
champignons mycorhiziens a arbuscules, dits champignons MA 5 -notamment 
sous forme de spores- dans lequel on place an contact des champignons MA, au 
moins une quantite adaptee pour pouvoir stimuler le developpement et/ou la 
croissance desdits champignons MA, d'au moins un agent de stimulation de 
structure choisie parmi : 




GR24 (Mangnus et ai, GR7 (Johnson et al, Weed Res., 1976, 

J. Agric. Food Chem., 1992, 16:223-227) 

40(6):697-700) 
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Nijmegen 1 (Nefkens et ah, 
J. Agric. Food Chem., 1997, 
45(6):2273-2277) 



P^ 



O 




Demethylsorgolactone (Thuring et al., 
J. Agric. Food Chem., 1997, 45(6):2278- 
2283) 




Strigol (Cook et al, Science, 1966, 
1954:1189-1190 ;) 





Sorgolactone (Hauck et al., J. Plant 
Physiol., 1992, 139:474) 




Alectrol 

(Miiller et al. , J. Plant Physiol., (Wigchert et al., J. Agric. Food Chem., 

1992,11:77) 1999,47:1705-1710) 




(-OH, A) 



Orobanchol (Yokota et al., 
Phytochemistry, 1998, 49(7): 1967-1973) 
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L'invention repose ainsi sur T identification de composes de 
structure definie, ayant la capacite de stimuler la croissance et le developpement 
des champignons mycorhiziens a arbuscules. En particulier, les travaux menes 
par les inventeurs ont effectivement revele que des molecules deja connues, GR7 
5 et GR24, des analogues de synthese de composes naturels appartenant a la 
famille des strigolactones, pouvaient avantageusement etre utilisees a d'autres 
fins que Velimination de plantes parasites. 

En effet, les strigolactones (comme le strigol, l'alectrol, la 
sorgolactone, l'orobanchol), composes naturels extraits d'exsudats racinaires de 

10 differentes especes vegetales ont ete initialement decrites comme des inducteurs 
de la germination des graines de plantes parasites des groupes Striga et 
Orobanche (Cook et al, Science, 1966, 1954:1189-1190 ; Cook et aL 9 J. Amer. 
Chem. Soc.,1972> 94:6198-6911) particulierement nefastes pour certaines 
cultures d'interet economique majeur comme celles du sorgho, du mais, de la 

15 canne a sucre, des feves... Avec les strigolactones, la germination suicide, une 
nouvelle approche dans la lutte contre les plantes parasites a pu etre envisagee. 

Concretisee avec Temergence d'analogues de synthese, 
comme GR7 et GR24, plus faciles a obtenir que les composes naturals et done 
plus propices a une application a echelle industrielle, la germination suicide 

20 consiste en un traitement des sols agricoles, susceptibles d'etre infestes de plantes 
parasites, par des analogues de synthese de strigolactones et ce, au moment ou la 
plante a cultiver ne pousse pas encore dans lesdits sols. En disseminant lesdits 
analogues de synthese, on provoque la germination des graines dormantes des 
plantes parasites lesquelles, n f ayant pas de plante hote a infester, finissent par 

25 mourir par manque de nutrition (Jonhson et al, Weed Research, 1976, 16:223- 
227). 

Alors que GR7 et GR24 etaient jusqu'a present consacres 
specifiquement et uniquement a la germination suicide des graines de plantes 
parasites appartenant aux groupes Sfriga et Orobanche, Tinvention propose une 
30 exploitation, jusqu ! alors impensahle, de ces molecules pour leur effet biologique 
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inattendu sur les champignons MA, des micro-organismes de phylogenie tres 
eloignee de celle des plantes Striga et Orobanche. 

De maniere jusqu'alors insoupcponnee, les inventeurs ont 
constate que GR7 et GR24 entrainent utie stimulation de la respiration cellulaire 
des spores des champignons MA et permettent damplifier le processus 
biologique de la ramification des hyphes de ces champignons. En traitant les 
spores par GR7 et/ou GR24, les inventeurs sont ainsi parvenus a stimuler la 
croissance et la ramification des champignons MA. Ces deux reponses 
physiologiques et morphologiques sont essentielles a l'etablissement de 
Interaction symbiotique entre les champignons MA et leurs plantes hotes. 

Ces travaux menes par les inventeurs permettent ainsi 

■ 

d'attester que l'effet de stimulation des exsudats racinaires sur le developpement 
et la croissance des champignons MA, mis en evidence pour la premiere fois 
dans des travaux qui remontent au moins au debut des annees 80, provient au 
moins en partie des strigolactones, des composes qui, dans les exsudats 
racinaires, ne sont pourtant presents qu'en quantite infinitesimale. La 
sorgolactone (la strigolactone du sorgho), par exemple, a ete isolee a partir 
d'exsudats racinaires recueillis a partir de 300 000 plants de sorgho, aboutissant a 
la purification de 5 jug de composes purifies. Les quantites obtenues sont si 
faibles que la structure chimique de la sorgolactone n ! a pu etre definie qu'apres 
synthese chimique du compose et comparaison des spectres RMN. Pour la meme 
raison, seules cinq strigolactones ont pu etre caracterisees a Theure actuelle. 

L f invention repose ainsi sur le principe que des molecules 
de structure et de configuration particulieres, notamment les molecules connues 
sous les appellations usuelles de GR7 et GR24, peuvent etre utilisees a titre de 
facteurs de stimulation du developpement et/ou de la croissance des 
champignons MA. 

Le choix du facteur de stimulation du developpement et/ou 
de la croissance des champignons MA pour la mise en oeuvre d'un procede de 
traitement de champignons MA -notamment sous forme de spores- conforme a 
l r invention, ne se limite pas seulement a GR7 et GR24. Ce choix s'etend 
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egalement aux strigolactones en general et, en particulier, au strigol, a 1'alectrol, a 
la sorgolactone et a l'orobanchol. 

De meme, et selon toute vraisemblance, Teffet recherche 
avec GR7 et GR24, mais egalement avec les strigolactones en general, sur les 
champignons MA vient de la structure et de la configuration particulieres des 
cycles references B, C, et D de ces molecules, cornme ci-apres indiques avec U 
molecule de strigol. 




Aussi, les travaux des inventeurs montrent que tout 
compose de structure analogue a GR7, GR24 et aux 
strigolactones, c f est-a-dire tout compose reprenant la structure de l'enchainement 
les cycles references B, C, et D des strigolactones (comme par exemple la 
demethylsorgolactone) ou simplement leur configuration (comme par exemple le 
Nijmegen-1, un autre analogue de synthese des strigolactones), peut etre utilise 
comme agent stimulateur du developpement et/ou de la croissance des 
champignons MA, conformement a l'invention. 

Avantageusement et selon Tinvention, le traitement des 
champignons MA, ou inoculum de champignons MA, est realise de prefer^ st 
sur des spores ou des fragments de racines mycorhizees. 

Avantageusement et selon l'invention, on realise ledit 
traitement en presence d'une matiere vegetale vivante, dite plante hote, 
correspondant, au moins en partie, a une partie constitutive de racine d r une plante 
apte a former une symbiose avec des champignons MA. 

Selon un mode particulier de mise en oeuvre d'un procede 
selon l'invention, le traitement des champignons MA -notanrment sous forme de 
spores ou de fragments de racines mycorhizees- est realise en milieu aseptique in 
vitro. 
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Selon un autre mode de niise en oeuvre d'un procede selon 
l'invention, le traitement est avantageusement realise sur des cultures de plantes 
hotes entieres cultivees en pot. Mais, on peut aussi envisager de mettre en oeuvre 
Tinvention a plus grand echelle, notamment sur des plantes hotes entieres 
cultivees en champ. On utilisera alors preferentiellement des composes de 
synthese chimique, comme GR7 et GR24, qui presentent l'avantage, en 
comparaison avec les strigolactones, de pouvoir etre disponibles en quantite 
suffisante et adaptee pour une application industrielle. Certains de ces composes, 
comme GR7 et GR24, sont deja disponibles dans le commerce et/ou peuvent etre 
synthetises selon des protocoles deja cormus (Mangnus et aL, J. Agric. Food 
Chem., 1992, 40(6):697-700 ; Mangnus et aL, J. Agric. Food Chem., 1992, 
40(7): 1230-1235 ; Thuring et a/., J. Agric. Food Chem., 1997, 45(6):2278-2283). 

Avantageusement et selon Tinvention, on utilise des 
champignons MA choisis parmi : Glomus intraradices et Gigaspora rosea. 

L'invention s'etend aussi a un procede pour produire de 
Tinoculum de champignons MA. A cet effet, on realise une co-culture de 
champignons MA en presence d f une matiere vegetale vivante, dite plante hote, 
correspondant, au moins en partie, a une partie constitutive de racine d f une plante 
apte a former une symbiose avec des champignons MA. 

Par ailleurs et selon Tinvention, on place egalement au 
contact de ladite co-culture, au moins une quantite adaptee pour pouvoir stimuler 
le developpement et/ou la croissance desdits champignons MA, d'au moins un 
agent de stimulation de structure choisie parmi : 




O 
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Avantageusement et selon rinvention, les champignons 
MA de ladite co-culture sont traites par un procede de traitement de champignons 
MA -notarnment sous forme de spores- conforme a au moins un des modes 
operatoires precedemment decrits. 

De maniere plus generate, Tinvention peut 
avantageusement s'inscrire dans le cadre des problematiques de recherche visant 
a potentialiser la richesse minerale et hydrique naturelle des sols cultivables, 
essentiellement pour reduire Tusage habituel d r engrais chimiques, souvent 
sources de pollution par les phosphates et les nitrates. 
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L'invention, par la mise en evidence de facteurs dont 
certains sont deja disponibles dans le commerce et capables de stimuler le 
developpement et/ou la croissance des champignons MA, rend ainsi possible la 
mise en oeuvre, avantageusement a grande ecxhelle, notamment a echelle 
5 industrielle, des techniques de mycorhization imaginees il y a plusieurs annees 
mais dont Implication a ete, jusqu'a present, limitee par la faible disponibilite 
des spores et des autres formes d'inoculum de champignons MA 5 et par une 
meconnaissance de facteurs stimulant efficaces et facilement accessibles. 

L'invention porte ainsi egalement sur un precede de culture 
10 d f une plante hote -en particulier, d'interet agronomiqxie ou forestier- apte a former 
une symbiose avec des champignons MA. Pour ce faire, on realise dans le milieu 
de culture un apport d'au moins un agent de stimulation du developpement et/ou 
de la croissance des champignons MA choisi parmi : GR24, GR7, Nijmegen-1, la 
demethylsorgolactone, le strigol, Talectrol, la sorgolactone, Torobanchol et leurs 
15 analogues structuraux. 

Selon l'invention, Tapport de Tagent de stimulation est 
realise lors du semis des graines de la plante hote a cultiver et/ou ulterieurement 
audit semis. 

Dans le cas de la transplantation en terre de jeunes plantes 
20 prealablement obtenues (par exemple, par bouturage, microbouturage, 
marcottage, multiplication in vitro,...), Tapport de Tagent de stimulation au 
milieu de culture (sol de culture) est realise lors de ladite transplantation. 

Avantageusement et selon rinvention, la plante hote est 
cultivee en champ. Elle peut egalement etre cultivee sous serre. 
25 Lorsque la plante hote est cultivee en champ, il se peut tres 

bien que le sol utilise contienne naturellement des champignons MA en quantite 
suffisante. II n'est alors pas necessaire de supplementer d'avantage le champ en 
ces micro-organismes. Toutefois, il peut s'averer qii'une telle supplementation 
soit necessaire, sous forme de spores ou autre forme d'inoculum de 
30 champignons MA. 
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Avantageusement et selon l'invention, on supplemente le 
sol en inoculum de champignons MA, notamment lors du semis, et/ou on 
procede a un apport repete d'agents de stimulation du developpement et/ou de la 
croissance des champignons MA -notamment jusqu' a la recolte-. 

Avantageusement et selon Invention, pour la mise en 
culture, on utilise des semences de la plante hote, encapsulees avec les agents 
de stimulation precedemment evoques, au moyen d f un enrobage en un materiau 
adapte pour permettre le developpement de plantules de ladite plante hote et la 
liberation desdits agents de stimulation, essentiellement lors des premiers 
arrosages. 

L'invention s'etend a une composition comprenant en 
combinaison, une quantite de semence d f une plante hote apte a former une 
symbiose avec des champignons MA, et une quantite d'agent de stimulation du 
developpement et/ou de la croissance des champignons MA choisi parmi : GR24, 
GR7, Nijmegen-1, la demethylsorgolactone, le strigol, Talectrol, la sorgolactone, 
Torobanchol et des analogues structuraux de ceux-ci. 

Avantageusement et selon Tinvention, ladite composition 
est formulee de fa9on a former un enrobe au moyen d'un materiau apte a se 
desagreger par contact avec un solvant, notamment Teau. 

Avantageusement, une composition selon Tinvention 
comprend egalement une quantite de champignons MA, en particulier sous forme 
de spores -notamment de Glomus intraradices ou de Gigaspora rosea-. 

L'invention porte egalement sur une composition 
comprenant en combinaison une quantite d r inoculum de champignons MA, en 
particulier des spores, et une quantite dagent de stimulation du developpement 
et/ou de la croissance des champignons MA choisi parmi : GR24, GR7, 
Nijmegen-1, la demethylsorgolactone, le strigol, Palectrol, la sorgolactone, 
Torobanchol et des analogues structuraux de ceux-ci. 

Avantageusement et selon l'mvention, ladite composition 
est formulee de fa9on a former un enrobe au moyen d ! un materiau apte a se 
desagreger par contact avec un solvant, notamment l'eau. 
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L'invention concerne aussi un procede de traitement de 
champignons MA, un procede pour produire de rinoculum de champignons MA, 
un procede de culture d'une plante hote ainsi qu'une composition, caracterises en 
combinaison par tout ou partie des caracteristiques ci-dessus et ci-apres. 

D'autres buts, caracteristiques et avantages de l'invention 
pourront egalement apparaitre a la lecture de la description des analyses 
experimentales suivantes. 

Analyse 1 : Effet de GR24 sur Tactivation de la respiration 
cellulaire de Glomus intraradices . 

Des mesures polarographiques de la consommation 
d'oxygene ont ete effectuees sur des spores de Glomus intraradices en 
germination, en presence ou non de GR24. 

Pour ce faire, des spores de Glomus intraradices sont mises 
a germer dans du milieu minimum liquide, dit milieu M (le Tableau 1 , ci-apres, 
en presente la composition), pendant une semaine, a 30°C et dans une 
atmosphere enrichie a 2 % en C0 2 . Par essai, on utilise 4O0 spores dans 1 ml de 
milieu M. 

Pour la stimulation des spores, on ajoute a chaque essai 10 
|il d'une solution de GR24 a 30 pM dans Tacetone (1 %), soit une concentration 
finale en GR24 de 0,3 pM. Les temoins re9oivent 10 pi d'acetone (1 %). 

La consommation en oxygene est mesuree en utilisant une 
electrode a oxygene, dite electrode de Clark (Hansatech Ltd, Hardwick 
Industrial, Norfolk, Royaume-Uni), inseree dans une chambre en Plexiglas. 
L'electrode a oxygene est connectee a un enregistreur calibre entre 0 et 100 % 
avec Toxygene atmospherique. 

Les spores sont installees dans la charnbre et la temperature 
est maintenue a 30°C au moyen d'un bain d'eau circulant. Les taux de 
consommation en oxygene sont lus directement sur renregistreur. Les mesures de 
consommation d'oxygene se font sur 15 minutes, apres 4h (serie i) e t 5h30 (serie 
2) de stimulation. 
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CONSTITUANTS 


Concentration finale (mg.l ) 


MgS0 4 ,7H20 


731 


KN0 3 


80 


KC1 


65 


KH2PO4 


4,8 


Ca(N0 3 ) 2 , 4H20 


288 


NaFe-EDTA 


8 


KI 


0,75 


MnCl 2 , 4H20 


6 


ZnS0 4 , 7H20 


2,65 


H3BO3 


1,5 


CuS0 4 , 5H20 


0,13 


Na 2 Mo0 4) 2H 2 0 


0,0024 


Glycine 


3 


TMamine-HCl 


0,1 


Pyridoxine 


0,1 


Acide nicotinique 


0,5 


Myoinositol 


50 



Milieu complemente en saccharose 10 g.l 



Tableau 1 



Deux series d'experience independantes ont ete realisees. 
Pour chacune, les valeurs rapportees correspondent a la moyennes de 3 essais. 
Les resultats obtenus sont rapportes dans le Tableau 2 ci-apres. 

L'augmentation de la consommation en oxygene est 
exprimee en pourcentage par rapport a celle du temoin, traite a Tacetone. 





% de stimulation (moyenne sur 3 essais) 


Serie 1 
Serie 2 


29,0 
76,6 



Tableau 2 



Analyse 2 : Effet de GR7 sur Tactivation de la respiration 
cellulaire de Gigaspora rosea. 

Les experiences realisees a Toxygraphe dans les memes 
conditions qu'avec GR24 montrent que GR7 est actif sur la respiration de 
Gigaspora rosea a 0, 1 \iM final, apres 5 heures de stimulation. 

Le temoin est realise avec 10 jxl de methanol/eau (v/v) par 

ml de milieu. 
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Deux series d'experience independantes ont ete realisees, 
apres 4h (serie 1) et 5h30 (serie 2) de stimulation. 

Pour chacune, les valeurs rapportees correspondent a la 
moyennes de 3 essais. Les resultats obtenus sont presentes dans le Tableau 3 ci- 
5 apres. 





% de stimulation (moyenrie sur 3 essais) 


Serie 1 
Serie 2 


24,0 
33,6 



Tableau 3 



10 Analyse 3 : Effet de GR24 sur la stimulation de la 

ramification des hyphes de Gigaspora rosea. 

La ramification stimulee des hyphes (apparition de 
nouveaux apex) est le test couramment employe pour evaluer l'activite 
stimulatrice de differents effecteurs sur les champignons endomycorhiziens du 

15 genre Gigaspora. Ce phenomene se produit naturellement a proximite des racines 
de plantes hotes, ainsi que sous Taction des exsudats racinaires, et est considere 
comme une phase preparatoire a la mise en place de la symbiose (Buee et a/., 
Molecular Plant-Microbe Interaction, 2000, 13:693-698). Cette augmentation de 
ramification resulte d'une stimulation du metabolisme fongique, et conduit a une 

20 augmentation des points de contact entre le champignon et les racines de la 
plante. Toute augmentation de la ramification des hyphes du champignon 
augmente la mycorhization. 

Des mesures de ramification (exprimees en nombre d'apex 
apparus apres stimulation) des tubes germinatifs de Gigaspora rosea ont ete 

25 realisees en presence de differentes concentrations de GR24. 

Pour ce faire, des spores de Gigaspora rosea sont mises a 
germer dans du milieu M gelose (milieu M comprenant 0,4 % (p/v) de Phytagel® 
-SIGMA, France-), pendant 5 jours, a 30°C et dans une atmosphere enrichie a 
2 % en C0 2 . 10 \il d'agents a tester (en concentration variant de 10* 8 a 10" 15 M) en 
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solution dans du methanol 50 % sont alors apportes dans le milieu par adjonction 
dans un puits creuse dans la gelose. 

Les temoins re<?oivent dans les memes conditions, le 
solvant des molecules a tester (10 \il de methanol a 50 %). 
5 48 heures apres le traitement, les apex formes au-dessus de 

la zone de stimulation sont comptabilises. Deux series 6! experience avec GR24, a 
differentes concentrations, ont ete realisees. Les resultats sont presentes dan? * 5 
Tableau 4 ci-apres. 



10 



— - ■ - — 

Concentration 


Nombre de 


Nombre d'apex 


Apex/spore 


Facteur de 


en GR24 (M) 


spores traitees 


neoformes 




stimulation 


Serie 1 










Temoin 




6 


3,0 


1,0 


lO" 15 


4 


15 


3,8 


M 


10" n 


4 


36 


9,0 


3,0 


lO" 10 


3 


45 


15,0 


5,0 


10" 8 


4 


65 


16,3 


5,4 


Serie 2 










Temoin 


i 


7 


3,5 


1,0 


lO" 15 




17 


8,5 


2,4 


lO" 12 


4 


34 


8,5 


2,4 


10 -io 


3 


40 


13,3 


3,8 


10~ 8 


1 


14 


14,0 


4,0 



Tableau 4 



Des doses submicromolaires de GR24 conduisent a une 
stimulation de la ramification d'un facteur 5. Avec des doses inferieures au 
15 picomolaire, on observe encore un effet stimulateur manifeste. 

Analyse 4 : Effet de GR7 sur la stimulation de la 
ramification d'hyphe de Gigaspora rosea. 

Des spores de Gigaspora rosea sont mises a germer d; 
un milieu M gelose, pendant 5 jours a 30~C et c as une atmosphere enrich 
20 2 % en C0 2 . 10 ^1 de solution d'agents a tester sont alors apportes dans le nih.ju 
par adjonction dans un puits creuse dans la gelose, a partir d ! une solution de 
concentration variant de 10' 5 a 10" 11 M en agent a tester. Les temoins refoivent 
dans les memes conditions, uniquement le solvant des agents a tester (10 \i\ de 
methanol a 50 %). 
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Les apex formes sont comptabilises au terme de 48 hemes 
de traitement. Par ailleurs, l'activite d'elongation est evaluee par mesure du 
nombre de cm formes avant et apres traitement. Deux series d'experience, a 
differentes concentrations de GR7, ont ete realisees. Les resultats obtenus sont 
5 presentes dans le Tableau 5 ci-apres. 



10 



15 



20 



1 f\ tl ATI tf"r*0 ri 

v_ u 11 c cii i r<i no n 

en GR7 (M) 


iNomure 
de spores 
traitees 


Nombre 
d'apex 
n£oformes 


Rapport de 
stimulation 

des 

ramifications 


cm Rapport de 
neoformes/ stimulation 
spore de la 

croissance 


Serie 1 












Temoin 

io- n 


4 


1,75 




1,1 


1,00 


6 


5,16 


2,94 


2,65 


2,41 


lO" 9 


5 


8 


4,57 


2,62 


2,38 


10- 7 


4 


8,75 


5 


4,65 


4,23 


10' 5 


6 


9,3 


5,31 


4,88 


4,44 


Serie 2 












Temoin 

io- n 


6 


2,16 




2,49 


1,00 


3 


2,66 


1,23 


2,23 


0,89 


lO" 9 


6 


6,16 


2,85 


4,99 


2,00 


lO' 7 


7 


10,42 


4,82 


5,09 


2,04 


IP' 5 


4 


14,25 


6,59 


6,5 


2,60 



Tableau 5 

On constate que des doses de l'ordre du nanomolaire de 
GR7 sont significativement actives sur la ramification (nombre d'apex 
nouvellement formees) et sur Telongation cellulaire. 

Analyse 5 : Effet de GR7 sur la mycorhization de 
Medicago truncatula par Gigaspora rosea . 

Des mesures du nombre de points de contact etablis entre le 
champignon et les racines lors d'experiences de mycorhization in vitro ont ete 
effectives. Des plantes de Medicago truncatula ont ete cultivees in vitro en 
presence de spores de Gigaspora rosea, sur du milieu M enrichi en GR7. 

Pour les essais, du milieu M prepare comme precedemment 
est enrichi avec du GR7 a 0,1 uM en concentration finale. Les temoins sont 
realises avec du milieu M dans lequel du methanol est ajoute a 0,1 % en 
concentration finale. Le milieu est coule dans des boites de Petri carrees 
(100x100). Trois boites temoins et trois boites essais sont preparees. Les spores 
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de Gigaspora rosea sont mises a pre-germer dans ces boites (25 par boite) a 
Tetuve a 30°C, a 2 % en C0 2j pendant 6 jours. Les graines de Medicago 
trwicatula sont sterilisees a l'eau de Javel a 8 degres chlorimetrique pendant 
5 minutes. Apres rin9age a l'eau distillee sterile, elles sont mises a germer sur un 
5 milieu constitue dAgar bacteriologique de 1 \xM de gibberelline. Apres 24 heures 
a 4°C, elles sont transferees dans une enceinte a 25°C pendant 24 heures. Dix 
huit plantules ainsi preparees sont alors reparties au hasard dans les six boites 
experimentales contenant les spores en train de germer. Les boites sont disposees 
verticalement en chambre de culture (22°C ? photoperiode 16h/8h) pendant 

10 3 semaines. Les plantules sont recoltees et les systemes racinaires colores a 
Tencre selon le protocole de Vierheilig (Vierheilig et ah, Appl. Environ. 
Microbiol., 1998, 64:5004-5007). 

Le nombre de points de contact etablis entre le champignon 
et les racines est comptabilise plante par plante apres observation au microscope. 

15 Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 6 ci- 

apres : 





Nombre de pi antes 


Moyenne des 
points de contact 


SEM 


Temoin (methanol) 


10 


2,2 


0,8 


Essai (GR7) 


8 


7,75* 


2,11 



* Moyenne significativement differente (P=0,02, test de Mann- Whitney) 



Tableau 6 

20 



t 
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REVENDICATIONS 
1/ Procede de traitement de champignons mycorhiziens 
a arbuscules, dits champignons MA, dans lequel on place au contact des 
champignons MA, au moins une quantite adaptee pour pouvoir stimuler le 
5 developpement et/ou la croissance desdits champignons MA, d f au moins un agent 
de stimulation de structure choisie parmi : 



10 
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21 Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
qu'on realise ledit procede sur des champignons MA sous forme de spores. 

3/ Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
qu f on realise ledit procede sur des fragments de racines mycorhizees. 

4/ Procede selon Tune des revendications 1 a 3, 

caracterise en ce qu'on realise ledit traitement des champignons MA en presence 

d'une matiere vegetale vivante, dite plante hote, correspondant, au moins en 

partie, a une partie constitutive de racine d'une plante apte a former une symbiose 

avec des champignons MA. 

5/ Procede selon Tune des revendications 1 a 4, 

caracterise en ce qu'on realise ledit traitement en milieu aseptique in vitro, 

6/ Procede selon Tune des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce qu'on realise ledit traitement sur au moins une plante hote 

entiere cultivee en pot. 

II Procede selon l'une des revendications 1 a 4 3 
caracterise en ce qu'on realise ledit traitement sur au moins une plante hote 

entiere cultivee en champ. 

8/ Procede selon l'une des revendications 1 a 7, 
caracterise en ce qu'on utilise des champignons MA choisis parmi : Glomus 
intraradices et Gigaspora rosea. 

91 Procede pour produire de Tinoculum de champignons 
mycorhiziens a arbuscules, dits champignons MA, dans lequel on realise une co- 
culture de champignons MA en presence d'une matiere vegetale vivante, dite 
plante hote, correspondant, au moins en partie, a une partie constitutive de racine 
d'une plante apte a former une symbiose avec des champignons MA, 
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caracterise en ce qu'on place egalement au contact de ladite co-culture, au moins 
une quantite adaptee pour pouvoir stimuler le developpement et/ou la croissance 
desdits champignons MA, d'au moins un agent de stimulation de structure choisie 
parmi : 




WO 2005/077177 



PCT/FR2U05/0O0284 



22 



10/ Procede selon la revendication 9, dans lequel on traite 
les champignons MA de ladite co-culture par un procede selon Tune des 
revendications 1 a 8. 

1 1/ Procede de culture d'une plante hote apte a former une 
symbiose avec des champignons mycorhiziens a arbuscules, dits champignons 
MA, dans lequel on realise sur un sol de culture un apport d ! au moins un agent de 
stimulation du developpement et/ou de la croissance des champignons MA choisi 



parrm : 



O 






Nijmegen 1 




Strigol 




C 





Demethylsorgolactone 



O 




Sorgolactone 



Alectrol 
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0-OH> A) 



O 



Orobanchol 



caracterise en ce que ledit apport de l'agent de stimulation est realise lors du 
semis des graines de la plantes hote a cultiver et/ou ulterieurement audit semis. 

12/ Procede selon la revendication 11, caracterise en ce 
que la plante hote est cultivee sous serre. 

13/ Procede selon la revendication 11, caracterise en ce 
que la plante hote est cultivee en champ. 

14/ Procede selon la revendication 11, caracterise en ce 
que lesdits champignons MA sont naturellement presents sur ledit sol de 



qu f on supplemente ledit sol de culture en champignons MA. 

16/ Procede selon Tune des revendications 11 a 15, 
caracterise en ce qu'on procede a un apport repete d'agents de stimulation du 
developpement et/ou de la croissance desdits champignons MA. 



quantite de semence d r une plante hote apte a former une symbiose avec des 
champignons MA, et une quantite d'agent de stimulation du developpement et/ou 
de la croissance des champignons MA choisi parmi : GR24, GR7, Nijmegen-1, la 
demethylsorgolactone, le strigol, l'alectrol, la sorgolactone, l'orobanchol. 



en ce que ladite composition est formulee de fa9on a former un enrobe au moyen 
d f un materiau apte a se desagreger par contact avec un solvant 



caracterisee en ce qu'elle comprend egalement une quantite d ! inoculum de 
champignons MA. 



culture. 



15/ Procede selon la revendication 13, caracterise en ce 



17/ Composition comprenant en combinaison une 



18/ Composition selon la revendication 17, caracterisee 



19/ Composition selon Tune des revendications 17 ou IS, 
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20/ Composition selon la revendication 19, caracterisee 
en ce qu'il s'a^i. d'inoculum de champignons MA choisis parmi : Glomus 

intraradices et Gigaspora rosea. 

21/ Composition comprenant en combinaison, une 
quantite d'inoculum de champignons MA, et une quantite d'agent de stimulation 
du developpement et/ou de la croissance des champignons MA choisi parmi : 
GR24, GR7, Nijmegen-1, la demethylsorgolactone, le strigol, I'alectml, la 

sorgolactone, TorobanchoL 

22/ Composition selon la revendication 21, caracterisee 
en ce que ladite composition est formulee de fa9on a former un enrobe au 
moyen d'un materiau apte a se desagreger par contact avec un solvant. 
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